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摘要 
多倍体（polyploidy）是指细胞中含有超过两套染色体组，多倍体在生物界
广泛存在，常见于高等植物、真菌、昆虫、鱼类和两栖类。虽然大多数真核生
物的体细胞是二倍体，即仅含有两组染色体，分别遗传自父本和母本。但是在
一些特定组织如心脏、肝脏等就含有多倍体细胞，特别是肝脏组织含有较高比
例的多倍体。 
多倍体细胞中心体过多复制异常分裂可以导致细胞产生异倍体、基因组不
稳定性以及肿瘤的发生。前期的文献报道，多倍体细胞的形成与增殖主要是 p53
依赖的调控细胞周期与细胞老化｡Ｈippo 通路在四倍体细胞中是激活的，因此我
们进一步研究了 Hippo 信号通路在二倍体细胞与多倍体细胞之间的转化以及肿
瘤形成中的作用。 
我们发现 Hippo 信号通路的关键效应蛋白 Yap 可以促进肝脏细胞从二倍体
向多倍体的转化并且促进多倍体细胞的异常分裂，加速肿瘤的发生发展。Yap
的激活可以通过 AKT 促进乙酰转移酶 p300 对 E3 泛素连接酶 Skp2 的乙酰化修
饰。Skp2 的乙酰化修饰使 Skp2 定位在细胞质内，使得核内 Skp2 泛素化降解的
底物 p27 不能被降解，从而导致 p27 在细胞核内大量聚集。p27 在细胞核内的大
量聚集造成细胞基因组的内复制，导致多倍体的形成以及中心体的过多复制。
此外，细胞质内乙酰化的 Skp2 可以降解促凋亡蛋白 Foxo1/3，使得多倍体细胞
分裂、基因组不稳定性和肿瘤的发生。 
我们通过小鼠基因敲除实验，验证了在 Hippo 缺失的小鼠中再敲除 AKT 或
者 Skp2 能够很好的抑制肿瘤的发生。同时，在临床病人样本中我们也找到了肿
瘤发生与 Yap-AKT-Skp2 信号通路有很好的相关性。因此我们可以确定
Hippo-Yap 信号通路在调控多倍体形成及肿瘤发生中起着重要的作用。 
 
关键词：多倍体；Hippo；Yap；AKT；Skp2；p27；肝细胞癌 
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Abstract 
Polyploidy is a state in which cells possess more than two sets of homologous chromosomes. 
Polyploidy is a widespread physiological phenomenon observed particularly in plants, fungi, 
insects, fishes, and amphibians. Although most of the eukaryotic somatic cells are diploid, that is, 
only two groups of chromosomes, inherited from the male and female, respectively. 
Polyploid cells Centrosome overreplication and abnormally dividing can lead to aneuploidy, 
genomic instability and tumorigenesis. Previous study reported that p53 is required for the 
induction of cell senescence to limit the proliferation of polyploidy cells . Hippo pathway is 
activated in tetraploid cells, so we further studied the role of Hippo signaling pathway in the 
transformation between diploid cells and polyploid cells and tumor formation. 
Here we report that the Hippo pathway effector Yap promotes the diploid-polyploid 
conversion and polyploid cell growth through the Akt-Skp2 axis. Yap strongly induces the 
acetyltransferase p300-mediated acetylation of the E3 ligase Skp2 via Akt signaling. Acetylated 
Skp2 is exclusively localized in the cytosol, which causes hyper-accumulation of the 
cyclin-dependent kinase inhibitor p27, leading to cell mitotic arrest and subsequently cell 
polyploidy. Additionally, the pro-apoptotic factors FoxO1/3 are overly degraded by acetylated 
Skp2, resulting in polyploid cell division, genomic instability and oncogenesis.  
Importantly, depletion or inactivation of Akt or Skp2 abrogated Hippo 
signal-deficiency-induced liver tumorigenesis, indicative of their epistatic interaction. At the same 
time, we also found a good correlation between tumorigenesis and Yap-AKT-Skp2 signaling 
pathway in clinical patient samples. Thus, we conclude that Hippo-Yap signaling suppresses cell 
polyploidy and oncogenesis through Skp2. 
 
Keywords：polyploidy；Hippo；Yap；AKT；Skp2；p27；HCC 
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 第一章 前言 
1.1 肝脏细胞多倍体 
一百多年前就有文献报道肝脏细胞存在多倍体。最初，通过分析肝脏组织
切片，发现不同的肝细胞之间存在很大的异质性。细胞和细胞核的大小以及每
个细胞内细胞核的数量都不同。现在我们知道肝细胞的多倍体由每个细胞核内
的 DNA 含量决定，包括二倍体、四倍体、八倍体等，以及每个细胞中细胞核的
数量[1]。大部分的肝细胞是单核或者双核的，很少能观察到三核或更多细胞核的
肝细胞。肝脏细胞多倍体化是年龄依赖的过程，大多数肝细胞在年轻时是二倍
体，而在人类成年肝细胞中多倍体细胞占有一半左右[2]。而在啮齿类动物中肝脏
多倍体细胞占的比例更高，其中成年 C57BL小鼠中 90%以上的肝细胞是多倍体[3]。 
1.1.1 肝细胞多倍体形成的机理 
多倍体细胞的产生方式是有组织特异性的。比如，成肌细胞间的细胞融合
形成肌原纤维细胞，巨噬细胞间的细胞融合产生破骨细胞[4]；巨核细胞 DNA内复
制而细胞核不分裂；心肌细胞胞质分裂失败导致四倍体[5]。在肝脏中多倍体细胞
的形成机制主要是细胞质分裂失败。如图 1.1 所示，大鼠在出生后断奶之前大
部分肝细胞是二倍体。断奶后的大鼠 AKT信号通路发生改变使得细胞质分裂失
败。首先，一部分二倍体肝细胞通过细胞质分裂失败产生四倍体子代细胞，每
个细胞含有两个二倍体细胞核。第二，双核四倍体肝细胞通过 DNA复制和细胞
质分裂产生单核的四倍体肝细胞。然后，一部分单核四倍体细胞在有丝分裂过
程中胞质分裂失败，产生双核八倍体子细胞。最后，肝细胞分裂继续产生单核
八倍体双核十六倍体等等。在小鼠和人的肝细胞中，起始的多倍体化也是由细
胞质分裂失败产生的。然而，小鼠和大鼠之间的多倍体化的动力学是有差别的，
当大鼠断奶后开始多倍体化时，小鼠在这个时间点已经有近一半的肝细胞已经
是多倍体[3]。 
除了 AKT信号通路，其他的很多因素也可以引起肝细胞的多倍体。比如，
肝切手术后肝脏再生[6]、氧化压力[7]、铁离子过载[8]和 p53缺失[9]。病理条件下，
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比如病毒性肝炎也可以使肝脏多倍体细胞增多[10]。这些因素是如何引起肝细胞
多倍体化的还需要进一步的研究。 
尽管细胞质分裂失败是形成肝细胞多倍体的主要原因，但是细胞融合同样
发生于于肝脏中。这个观点现在还有一定的争议性，有文献报道肝细胞与肝细
胞融合能够在发育中很容易的发生融合现象[11]，而另一篇文章报道成熟的肝细
胞与肝细胞不会发生融合[12]。什么种类的肝细胞什么时候会发生融合产生多倍
体细胞还需要进一步的研究。 
 
图 1.1 细胞质分裂失败导致肝细胞多倍体化[13] 
Fig1.1 Hepatocytes polyploidization by failed cytokinesis 
 
1.1.2 肝细胞多倍体的功能 
现在有几个观点被提出用以解释肝脏多倍体的重要功能。第一个假设是肝
细胞的多倍体代表了肝细胞终末分化的状态，多倍体化伴随着肝细胞的静息增
加和分裂功能的下降。为了验证这一假设，可以看到多倍体化具有肝细胞生命
周期最后阶段的特征。由于多倍体伴随着年龄的增长而增加，多倍体肝细胞有
缩短的端粒和复制的减弱。此外根据多倍体肝细胞在肝脏小叶的分布位置可以
支持多倍体与终末分化的关系[14]。现在已经有许多发表的文章证实二倍体细胞
主要分布在门静脉周围，而多倍体细胞主要分布在中央静脉周围[15]。肝细胞的
成熟过程是从门静脉周围向中央静脉周围的移动，并在中央静脉附近老化被清
除[16]。但是，与此相悖的是在肝脏受到损伤时，比如肝切，多倍体有很强的分
裂能力可以快速分裂使肝脏恢复到正常的大小[17]。另外，体内分离到的多倍体
肝细胞再移植到 Fah 缺陷的小鼠中，依然有很强的分裂能力[3]。因此，终末分化
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这个特征并不能准确的定义多倍体肝细胞的特征。 
第二个假设是肝细胞的多倍体可以增加肝脏的功能。肝脏的功能主要是解
毒、蛋白质的合成与分泌以及各种代谢等等。多倍体细胞拥有多套染色体组，
这可以增加蛋白质的合成从而增加细胞的功能。为了验证这个观点，从小鼠的
肝脏分离二倍体、四倍体和八倍体细胞，分析他们的基因表达情况。通过基因
芯片技术的分析可以看到八倍体的肝细胞比二倍体细胞在基因表达和功能上都
有四倍左右的提高[18]。 
第三个假设是多倍体可以保护细胞基因组不被损毁。肝脏可以保护机体不
被外源有害物质的伤害，但是肝细胞会受到这些有害物质的伤害包括突变。例
如，肝细胞在受到酒精或者其他有害代谢物刺激时可以引起基因的突变或者基
因组的损伤[19]。基因的改变可能导致肝脏肿瘤的发生。因此，肝细胞的多倍体
可以给这些基因组损伤提供缓冲区。四倍体或八倍体细胞拥有多组染色体组，
单一的染色体组的损伤不会带来灾难性的后果。比如，单个基因组肿瘤抑制基
因的缺失可以利用其他染色体来弥补，保护细胞拥有正常的生理功能。 
1.1.3 多倍体与肝脏基因组多样性和肿瘤的关系 
肝脏不是唯一的存在不整倍体的器官。有文献报道在许多器官中存在着少
量的不整倍体，包括血液系统[20]、大脑[21]、肾脏[22]、滋养层细胞[23]等等。不整
倍体是通过什么机制形成并存在于多种器官中还不是很清楚。同样的在肝脏中
调控多倍体肝细胞分裂的特殊机制还不是很清楚。到目前为止可以清楚的知道
细胞的分裂精密的受到中心体的调控。如果中心体过多的复制可以使分裂的细
胞形成多极分裂产生二倍体细胞和不整倍体细胞。啮齿动物用肝脏毒性试剂（四
氯化碳）[24]和硫代乙酰胺[25]处理能够显著的增加二倍体细胞和减少多倍体肝细
胞。同样的过氧化物处理[26]肝切后的肝脏可以产生有差别的二倍体肝细胞。多
倍体肝脏细胞的染色体来自很多不同的细胞这增加了肝细胞的基因组多样性，
这可能有利于肝脏细胞抵御有毒试剂的侵害与增加肝细胞的功能。 
肝脏和肿瘤在多倍体多样性方面有很多类似的地方。不整倍体存在于超过
75%的肿瘤中而且四倍体在肿瘤中非常常见[27-29]。过多的中心体和多极分裂都存
在于肿瘤细胞和分裂的多倍体肝细胞中[30]。不整倍体刺激产生肿瘤还是肿瘤的
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发生造成了不整倍体细胞的产生还需要进一步研究。有文献报道自发的肝脏肿
瘤中在正常肝脏中不整倍体肝细胞所占的比例很高[31]。这说明肝脏的不整倍体
和肝癌的发展存在着一定的关系。 
2015年来自法国科学家的一项最新研究进展，他们发现氧化应激会促进非
酒精脂肪肝(NAFLD）发生病理性多倍体化，而这种病理性变化会进一步促进肝
癌发生[32]。这一研究成果或许对预防非酒精性脂肪肝诱导的肝癌具有重要意义。
多倍体化是基因组可能发生的一个非常巨大的变化，在肝脏中，生理性多倍体
化在肝脏发育过程中以及整个生命过程中都可能出现。但 Géraldine Gentric
等研究人员发现，在非酒精性脂肪肝中也会发生染色体的多倍体化。非酒精性
脂肪肝是在世界范围内比较常见的肝脏代谢紊乱症,并且有研究证明非酒精性
脂肪肝可能是导致肝癌发生的一个危险因子。                             
    研究人员通过非酒精性脂肪肝小鼠模型发现脂肪肝脏实体会出现多倍体化
进程方面的变化，包括出现许多高度多倍体化的单核细胞，这在正常肝脏中是
非常罕见的。对非酒精性脂肪肝炎病人进行活组织检查发现与正常人肝脏组织
相比，NASH病人的肝脏也会出现许多多倍体细胞。进一步对机制进行探究，研
究人员证实 NAFLD肝脏细胞并不能有效通过细胞周期中的 S/G2期，主要是因为
G2/M检验点阻止了 cyclinB1/CDK1复合物的激活，导致细胞不能正常通过细胞
周期，出现多倍体。研究人员同时发现，氧化应激能够促进肝脏多倍体细胞出
现，对 NAFLD肝脏细胞进行抗氧化剂处理能够恢复正常细胞周期,使细胞重回生
理性多倍体状态。  
  综上所述，该文章发现在 NAFLD中会出现肝脏细胞的病理性多倍体化，这
种多倍体化主要是由于细胞周期暂停在 S/G2 期导致的，同时还证实氧化应激能
够促进 NAFLD发生病理性多倍体化，或许会对肝癌发生具有一定促进作用。这
一研究成果对预防非酒精性脂肪肝诱导的肝癌具有重要意义[33; 34]。 
1.1.4 多倍体、异倍体、基因组不稳定与肿瘤 
肿瘤细胞经常代表了一类含有改变过染色体的多倍体细胞。比如上皮肿瘤
细胞中经常包含三套染色体或者四套染色体[35]。然而，肿瘤细胞除了改变染色
体总数，还会重新排列染色体序列：特定序列的扩增、删除、异位。虽然，异
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倍体与肿瘤的关系在数十年前已经被发现，但是，这里面有一个中心问题并没
有回答：到底是异倍体引起肿瘤还是肿瘤细胞的增殖导致了异倍体的产生[36-38]。           
现在科学家认为，基因组的 DNA 复制、DNA 损伤和修复保证了生物体基
因组的稳定性，保持基因组的稳定性对生命体的正常生长发育起着至关重要的
作用。细胞周期通常包括以下几个时期：复制前期（G1）、DNA 复制期（S）、
复制后期（G2）和有丝分裂期（M）。在正常细胞中，DNA 复制只能发生在细
胞周期的 S 期，即在 S 期完成 DNA 复制。其中有研究报道在肿瘤细胞中，M 期
染色体的断裂和修复机制可以让肿瘤细胞生存得更好[39]。在这项研究中，肿瘤
细胞系在有丝分裂期（M 期）复制的 DNA 主要位于“脆性位点”（基因组特定
区域），在有丝分裂前期，细胞会启动核酸酶 MUS81、DNA 聚合酶 POLD3 依
赖的 DNA 复制，从而减少染色体的错误分离和不分离，由此在细胞周期的最后
阶段，通过 DNA 复制修复肿瘤细胞因复制压力而产生的 DNA 损伤，维持染色
体的稳定性[40; 41]。 
研究异倍体细胞在肿瘤中作用的最大障碍是异倍体细胞基因组的复杂性。
很难找到一致的引起异倍体的基因突变，每个异倍体细胞都有其独特的基因突
变。自发肿瘤的形成主要是自发基因突变的累积，任何基因的损害都会增加突
变的几率最终加速肿瘤的发生[42-44]。基因组的不稳定性可以发生在单个基因的缺
失或者增加，但是最主要的还是大段的染色体序列的重排。 
众所周知，细胞分裂繁殖，它所有的染色体会进行一次 DNA 的复制。如果
DNA 复制的细胞元件受损，或引起 DNA 修复。就会导致基因组的损伤修复造成
DNA特定序列的扩增异位和重排，诱导细胞的癌变。 
有文献报道，染色体在 DNA 损伤修复时会断裂，染色体“脆性位点”在细
胞分裂期会表现出间隙或不连续的间隔区，脆性位点在不同物种间保守，且该
区域染色体更容易断裂，因此对促进肿瘤发生的基因组重排有影响[41]。 
基因组不稳定性与多发性骨髓瘤(Multiple Myeloma)--一种无法治愈的癌
症之间的联系机制还远远没有揭开。最近有文献报道指出中心体调控出错是导
致该病的祸首。 
  多发性骨髓瘤的特点是染色体易位和染色体数目异常，也就是非整倍体性
（aneuploidy）。骨髓瘤细胞过量表达一种称为 RHAMM的蛋白质。无论是癌细胞
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